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A pályázat címe:
A szisztemikus szerzett rezisztenciában szerepet játszó molekuláris mechanizmusok
vizsgálata
A kutatási téma - elméleti háttér és megvalósítandó célok:
Bizonyos fertőzések és kémiai kezelések olyan változásokat indukálhatnak a
növényekben, melyek eredményeként a növények védettséget nyernek a később bekövetkező
fertőzések és élettelen károsító tényezők hatásai ellen (Strobel and Kuć, 1995; Sticher et al.,
1997). A növényi rezisztencia mesterséges fokozása stratégiailag nagy jelentőséggel bír a
mezőgazdaság területén. Egyrészt a növényi rezisztencián alapuló növényvédelem kevesebb
peszticidet használ fel, ami költségmegtakarítást és kisebb környezetszennyezést eredményez.
Másrészt az abiotikus stressz, pl. a talaj magas sótartalma káros hatásainak jobban ellenálló
növények olyan körülmények között is termeszthetők, melyek különben nem teszik lehetővé a
gazdaságos növénytermesztést. A szisztemikusan szerzett rezisztencia (SAR) mechanizmusa
még nem teljesen tisztázott (Mou et al., 2003), de az indukciót során többnyire megfigyelhető
a reaktív oxigénformák (ROS) felhalmozódása (Lamb és Dixon, 1997; Grant és Loake, 2000).
Emellett gyakran kimutatható az endogén szalicilsav-szint emelkedése, az ún. patogenezissel
kapcsolatos gének fokozott expressziója és az antioxidáns kapacitás növekedése (Malamy et
al., 1990; Ward et al., 1991; Fodor et al., 1997).
Korábbi kutatásaink szerint (Király et al., 2002) Xanthi-nc dohány esetében az
antioxidáns rendszer több fontos tagja, pl. a szuperoxid-dizmutáz, a glutation, a glutation-
reduktáz, glutation S-transzferáz fokozott aktivitást mutat a rezisztencia indukcióját követően.
Ezzel szemben a Xanthi-nc dohányból előállított transzgénikus NahG dohányban a SAR nem
indukálódott a szalicilsavat (SA) lebontó SA-hidroxiláz hatásának eredményeként, s elmaradt
az antioxidánsok aktiválódása, ami alátámasztja azt a hipotézist, hogy az antioxidánsok fontos
szerepet játszhatnak a SAR mechanizmusában.
Célul tűztük ki, hogy jobban megismerjük a növények természetes ellenálló
képességének erősödése mögött meghúzódó biokémiai és molekuláris szintű változásokat. Az
említett kutatási előzmények alapján a pályázat során a következő kérdésekre kerestünk
választ:
1) Pontos mérésekkel ellenőrizni, hogy a SAR indukciója után hogyan alakul a
szuperoxid és a hidrogén-peroxid koncentációja a növényekben, és magyarázattal
szolgálni rá
2) Kideríteni, hogy az antioxidáns gének fokozott expressziója felelős-e a SAR-ral
rendelkező növényekből kimutatható nagyobb antioxidáns kapacitásért
3) A dohányon kívül más növényeket és rezisztenciát indukáló eljárásokat is bevonni
az addig dohányra, dohány mozaik vírusra (TMV) és szalicilsavra alapozott
kutatásba
Az alábbiakban témakörönként tárgyalom az eredmények részletes ismertetését. Előfordul,
hogy egy téma vizsgálata egyszerre több célt is szolgál a fenti három közül.
Egy egyszikű növény, az árpa INA-kezelés hatására tapasztalható lisztharmattal szembeni
fokozott rezisztenciája az antioxidánsok gátlásán és a prooxidánsok indukcióján keresztül
érvényesül
Ezek az eredmények nem jelentek meg nyomtatásban, ezért részletesebben térek ki
rájuk. Az árpa (Hordeum vulgare) esetében alkalmazott rezisztencia-indukáló szer, a 2,6-
diklór-izonikotinsav (INA) a hatásmechanizmusát tekintve egy szalicilsav-analóg (Kogel et
al., 1994), ami rezisztenciát idéz elő az árpalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. hordei)
szemben. Az eredetileg fogékony, de INA-val kezelt növények (8 mg INA/l talaj) leveleiben a
fertőzések helyén nagyobb arányban jelennek meg hiperszenzitív típusú nekrózisok, és a
hidrogén-peroxid szintje is jelentősen emelkedik a kezeletlen növényekben mérthez képest (1.
ábra). A kezelt levelekben (fertőzetlenben és lisztharmat-fertőzöttben) mind a szuperoxid-
dizmutáz (SOD), mind a dehidroaszkorbát-reduktáz (DHAR) aktivitása jelentősen csökkent
(2. ábra). Egy árpa DHAR gén expressziója a INA kezelések után 2-4 nappal kismértékben
csökkent (3. ábra), de az eredmény nem volt megbízhatóan reprodukálható. Egy árpa Cu-Zn
SOD gén, a SOD1 expressziója vizsgálata során sem tapasztaltunk változást (4. ábra). E
kísérletek alapján feltételezzük, hogy az antioxidatív kapacitás alulszabályozása kapcsolatban
van az INA-val kezelt és fertőzött levelekben a ROS-felhalmozódással és a hiperszenzitív
típusú nekrózisok megjelenésével, ill. a rezisztenciával.
1. ábra: H2O2 felhalmozódása árpa levelekben 2,6-diklór-izonikotinsav (DCINA) kezelés és
lisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei) fertőzés hatására. A 2',7'-diklór-fluoreszcein
kivonását követően mért fluoreszcencia intenzitás a H2O2 mennyiségére utal. A
spektrofluorimetriás mérésből kapott fotonszámot relatív egységben adjuk meg. A
növényeket a DCINA kezelés után 4 nappal fertőztük lisztharmattal, a mérés 2 nappal a
fertőzés után történt
2. ábra: Dehidroaszkorbát-reduktáz (DHAR) és szuperoxid-dizmutáz (SOD)
enzimaktivitások spektrofotometriásan mérve DCINA kezelés hatására árpa levelekben. Az
adatokat a kezeletlen növényben mértekhez viszonyítottuk
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3. ábra: Egy citoplazmás dehidroaszkorbát-reduktáz fehérjét kódoló árpa gén (HvDHAR)
mRNS-szintű expressziójának változásai INA (2,6-diklór-izonikotinsav) kezelés hatására árpa
levelekben. v = vizes kontroll. A génexpressziót egy kétlépéses reverz transzkripció -
polimeráz láncrakció módszerrel (RT-PCR) mértük, referenciának egy árpa ubikvitin gén
(HvUbi) expresszióját tekintettük. RT 0 = a reverz transzkripció negatív kontrollja (nincs
RNS templát); PCR 0 = a polimeráz láncreakció negatív kontrollja (nincs cDNS templát).
PCR0 RT0 24 h 48 h 96 h
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4. ábra: Egy citoplazmás SOD fehérjét kódoló árpa gén (HvSOD1) mRNS-szintű
expressziójának változásai INA (2,6-diklór-izonikotinsav) kezelés hatására árpa levelekben. v
= vizes kontroll. A génexpressziót egy kétlépéses reverz transzkripció/polimeráz láncrakció
módszerrel (RT-PCR) mértük, referenciának egy árpa ubiquitin gén (HvUbi) expresszióját
tekintettük. RT 0 = a reverz transzkripció negatív kontrollja (nincs RNS templát); PCR 0 = a
polimeráz láncreakció negatív kontrollja (nincs cDNS templát).
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Az INA által indukált SAR során tapasztalható mRNS-szintű génexpresszió
kimutatására real-time PCR technikát is segítségül hívtunk. DHAR, SOD és glutation-
reduktáz (GR) antioxidánsok esetében. Az INA-val kezelt árpa növényekben kismértékben
nőtt a GR aktivitása a csökkent a DHAR aktivitás mellett. Azonban a real-time PCR
segítségével mért génexpresszió nem változott a kezelés nyomán egyik antioxidáns esetében
sem. Valószínűleg az enzimaktivitás változásokért a transzkripció után zajló szabályozás a
felelős. Összefoglalva a pályázat keretében végzett kísérleteink eredményeit megállapítható,
hogy az INA által indukált rezisztencia szoros kapcsolatban van a növények hidrogén-peroxid
tartalmával és az antioxidáns/prooxidáns arányok változásaival. Korábbi vizsgálataink utaltak
már rá, hogy a H2O2 lokális felhalmozódása a lisztharmat kórokozó által megtámadott
sejtekben szoros kapcsolatban áll a rezisztenciával (Hückelhoven et al., 1999). Jelen
vizsgálatok annyiban járultak hozzá a folyamat megértéséhez, hogy kvantitatív méréssel
mutattuk ki a ROS felszaporodását a rezisztencia indukciója során, valószínűsíthető, hogy a
DHAR és SOD antioxidánsok gátlása elősegítheti a ROS felhalmozódását, és az enzimek
regulációjában nem tudtuk megerősíteni a génexpresszió szerepét. Elképzelhető, hogy a több
izoenzim miatt egyéb, nem vizsgált gén átírása változik meg, vagy a fehérjék szintjén történik
további szabályozás.
A H2O2 szerepének további tisztázása érdekében az árpaleveleket a hidrogén-peroxid
előállítására alkalmas glükóz és glükóz-oxidáz keverékével infiltráltuk, így magában a
növényben állítottuk elő a H2O2-t. Northern-blot tecnika alkalmazása révén megállapítottuk,
hogy a H2O2 hatására a SAR ismert marker génje, a PR-1b expressziója aktiválódott
(Schultheiss et al., 2003). Ez az eredmény alátámasztja azt az elképzelést, hogy a SAR ismert
marker génje szabályozása a redox egyensúly megváltozása révén valósulhat meg. Egy másik
vizsgált marker gén, az oxálsav-oxidázt kódoló gén expressziója nem változott (Schultheiss et
al., 2003).
A dohány TMV-fertőzés és kémiai kezelés hatására kialakuló TMV-vel szemben jelentkező
indukált rezisztenciája a szuperoxid és hidrogén-peroxid csökkenő szintjével és antioxidáns
jellegű gének indukciójával mutat összefüggést
Eredményeinket részben megjelentettük már (Hafez et al., 2004), ezeket csak röviden
ismertetném. A TMV-vel fertőzött rezisztens Xanthi-nc dohányban lokális nekrotikus tünetek
alakulnak ki a fertőzés helyén. A nekrotikus léziók száma és átmérője, tehát a sejthalál
mértéke csökken abban az esetben, ha egy korábbi TMV-fertőzés, szalicilsavas, vagy a
szalicilsavval analóg benzotiadiazolos (BTH) kezelés SAR-t indukál a növényben (Fridrich et
al., 1996). Kimutattuk, hogy a ROS, melynek a programozott sejthalál indukciójában szerepet
tulajdonítanak, csökkenő szintet mutat a SAR indukciójának hatására. TMV-fertőzést
követően alacsonyabb szuperoxid és a hidrogén-peroxid koncentrációkat mértünk a SAR-ral
bíró Xanthi-nc növényekben, mint a megfelelő NahG párjukban. A NahG transzgenikus
dohányokban a szalicilsav nem tud felszaporodni, ezért bennük nem indukál a TMV-fertőzés
szisztemikus rezisztenciát, és a vírusfertőzés után a nekrotikus tünetek is súlyosabbak. A
NahG dohány levelein a léziók nagyobbak és nem korlátozódnak a fertőzött növényi részekre,
hanem továbbterjednek. A NahG dohányokban a TMV-fertőzéssel megkísérelt sikertelen
SAR indukciónak a következtében nem változott a prooxidánsok szintje, ahogy a nekrotikus
tünetek szintjén sem volt különbség kimutatható. Ez arra enged következtetni, hogy az aktív
oxigén formák szerepet játszanak a TMV okozta tünetek kialakulásában, illetve az
antioxidánsoknak a SAR kialakulásával együtt bekövetkező indukciója hatékonyan tudja
csökkenteni a szabadgyökök mennyiségét a dohányban (Hafez et al., 2004).
A BTH kezelés azonban mind a vad típusú Xanthi-nc, mind a tanszgénikus NahG
dohányokban rezisztenciát indukált, ami megfelelt az előzetes várakozásunknak. A BTH
kezelés eredményeképpen a szuperoxid, és a H2O2 koncentrációja is csökkent mindkét dohány
TMV-fertőzött levelében. Valószínűnek tűnik ezen adatok fényében, hogy a szabad
gyököknek fontos szerepük van a TMV okozta nekrotikus tünetek kialakulásában. Kimutattuk
továbbá, hogy a TMV-vel és BTH-val indukált SAR hatására is csökken a vírustartalom a
fertőzött dohánylevelekben, és nem csak a nekrotikus tünetek szorulnak vissza.
A szalicilsav (SA) dohányban a TMV-fertőzéssel azonos mechanizmus szerint szerzett
rezisztenciát indukál és fokozza az antioxidáns kapacitást (Sticher et al., 1997; Fodor et al.,
1997). A szalicilsav hatásmechanizmusa további tisztázásához vizsgáltuk a SA által indukált
védekezési (részben antioxidáns) gének expressziós mintázatát reverz transzkripcióval
egybekötött polimeráz láncreakció (RT-PCR) módszer segítségével. Vizsgálataink egyik
eredménye szerint egy dohány kataláz gén (NgCAT1) mRNS szintű expresszióját a SA kissé
csökkenti 8 órával a kezelést követően (5. ábra). Irodalmi források szerint az NgCAT1 gén
expressziója TMV fertőzés és szalicilsav kezelés után átmenetileg visszaszorul (Yi et al.,
2003). A többi vizsgált gén esetében a SA kezelés növelte az mRNS-szintű expressziót, ezt
tapasztaltuk egy patogenezissel kapcsolatos fehérjét kódoló gén (NtPR-1a), valamint egy
alternatív-oxidáz (NtAOX1-2) és egy glutation S-transzferáz (GST) gén expressziójánál (5.
ábra).
Xanthi nc 8 h 24 h 48 h
PCR0 RT0 v SA v SA v SA
NahG 8 h 24 h 48 h
PCR0 RT0 v SA v SA v SA
5. ábra: A szerzett rezisztenciával kapcsolatos gének (kataláz-1, patogenezis-gén-1a,
alternatív oxidáz 1-2, glutation S-transzferáz mRNS-szintű expressziójának változásai
dohánylevél korongokban, vad típusú (cv. Xanthi nc) és szalicilsav felhalmozásra képtelen
transzénikus NahG növényekben, 0,2 mM szalicilsavas kezelés után, különböző
időpontokban. v = vizes kontroll. A génexpressziót egy kétlépéses reverz
transzkripció/polimeráz láncrakció módszerrel (RT-PCR) mértük, referenciának egy dohány
aktin gén (NtAct) expresszióját tekintettük. RT0 = a reverz transzkripció negatív kontrollja
(nincs RNS templát); PCR0 = a polimeráz láncreakció negatív kontrollja (nincs cDNS
templát)
Az említett gének SA hatására kapott expressziós mintázatát megvizsgáltuk a
szalicilsav felhalmozására képtelen transzgenikus NahG dohányokban is. A SAR-ral
kapcsolatos vizsgált gének (NgCAT1, NtPR-1a, NtAOX1-2,) expressziója/indukciója a NahG
dohányokban általában jóval kisebb mértékű volt, ill. később (vagy egyáltalán nem)
jelentkezett, mint a vad típusú növényekben, kivéve az NtCAT-SAb gént, amelynek
kifejeződése egyáltalán nem változott (5. ábra). A NahG növényekben tapasztalt
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génexpresszió-változások jól párhuzamba állíthatók a szalicilsav-felhalmozás és a szerzett
rezisztencia hiányával.
Eredményeinket összefoglalva megállapítható, hogy a SA dohánylevelekben fokozza
az antioxidáns kapacitást az altarnatív oxidáz és a GST génexpressziójának növelése révén. A
szerzett rezisztenciában szerepet játszó, részben antioxidáns hatású gének expressziójának
fokozódásával együtt jár a TMV fertőzés nekrotikus tüneteinek visszaszorulása.
A Piriformospora indica gyökérlakó szimbionta gomba által indukált szisztemikus
rezisztencia szintén antioxidánsok indukciójával kapcsolatos
A szerzett rezisztencia indukciója árpában is lehetséges mikroorganizmusok
segítségével. A már SAR már korábban tanulmányozott kémiai indukcióján kívül
lehetőségem nyílt kutatni a Piriformospora indica gyökérlakó gomba által indukált
szisztemikus rezisztencia mechanizmusát is. A pályázat benyújtásakor erről a lehetőségről
még nem volt tudomásom, ezért ez a vizsgálat előre nem tervezett ugyan, de jól illeszkedik a
pályázat témakörébe és hasznosan egészíti az egyszikűekre vonatkozó, eddig kizárólag kémiai
SAR indukción alapuló vizsgálatainkat.
A P. indica gombával fertőzött növények gyökerében kimutatható a fertőzést követően
a H2O2 lokális felszaporodása, ami a rezisztens növényi válaszreakció jellemzője. Azonban a
ROS felhalmozódása átmeneti jellegű, és a növény - gomba szimbiózis kialakulása után már
nem található oxidatív folyamatokra utaló jel. Az indukált árpanövényekben vizsgáltuk az
antioxidánsok indukcióját, különös tekintettel az aszkorbinsavra. Kimutattuk, hogy az
aszkorbinsav koncentrációja jelentősen emelkedik a gombával kezelt növények gyökerében, s
a redukált aszkorbát aránya is nőtt az oxidált formához viszonyítva (Waller et al., 2005). A
gyökerekben szignifikánsan nőtt a DHAR enzim aktivitása, ami összhangban van az
aszkorbinsavas eredményekkel. Emelkedett a kezelt növények gyökerében a SOD és az egyik
peroxidáz izoenzim aktivitása is (6. ábra). Kimutattuk, hogy a P. indica gombával előzetesen
fertőzött növények nagyfokú rezisztenciát mutattak sóstressz és a szintén gyökereket fertőző
Fusarium culmorum kórokozóval szemben. A levelekben a redukált glutation mennyisége és
a glutation-reduktáz indukálódott a P. indica fertőzés hatására. Kimutattuk, hogy az indukció
szisztemikus rezisztenciát eredményezett a leveleket fertőző árpalisztharmat ellen.
Feltételezzük, hogy a P. indica gombával kezelt árpa nagyobb antioxidáns kapacitása úgy
járul hozzá a fokozott rezisztenciához, hogy erősíti a gazdanövény védelmét a kórokozó ellen
termelődött káros ROS ellen, mely nemcsak a kórokozóra, hanem a gazda sejtjeire is
kártékony hatást fejt ki.
SOD POX
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6. ábra: Piriformospora indica gombával fertőzött 3 hetes árpa gyökereiben mért szuperoxid-
dizmutáz (SOD) és peroxidáz (POX) aktivitás natív gélelektroforézis és specifikus festés után.
C = kontrol kezeletlen növény, P. ind. = a gombával kezelt növény
A kutatási eredmények hasznosításának lehetőségei, a kutatási téma további lehetséges
irányai
- A kísérleti eredményekből világossá vált, hogy az SAR indukciója hatására a növények
antioxidáns kapacitása általában fokozódik, s ez elsősorban az abiotikus stressz és a
nekrotróf kórokozók elleni rezisztencia során érvényesül pozitívan. Konkrét esetekben
azonban tapasztalunk eltéréseket, s ez óvatos általánosításra int minket a különböző
növények, illetve a különböző SAR-indukciós mechanizmusok összehasonlítása során.
- Kutatási eredményeink azt is mutatják, hogy a növényt nem károsító kis töménységű
hidrogén-peroxid képződése ill. mesterséges alkalmazása immunstimuláló hatású és
fokozza az antioxidáns kapacitást.
- Az enzimaktivitások szintjén tapasztalt változásokat a génexpressziós vizsgálatok csak
részben támasztották alá, ami adódhat technikai problémából, fakadhat az aktivitásbeli
különbségek nem túl jelentős mértékéből, vagy abból, hogy az antioxidáns enzimek
többsége módosul a fehérjeszintézist követően.
- A P. indica gomba által indukált rezisztencia nemcsak kórokozók, hanem abiotikus
stressz esetén is hatásos lehet, s ez esetben is kapcsolatba hozható a fokozott antioxidáns
kapacitással. A fokozott sótolerancia annak lehetőségét villantja fel, hogy a
mezőgazdasági termelés a Föld nem csekély részére kiterjedő száraz és sós talajok
esetében is eredményes lehet, ha alkalmazzuk az indukált rezisztencia e sajátos formáját.
Ez a lehetőség azért kézzelfogható, mert a P. indica mesterséges táptalajon könnyen
fenntartható és szaporítható gomba. Vizsgálatát tovább szeretnénk folytatni egy új OTKA
pályázat keretében, amely 2006-tól indul.
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